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The role of density and sex ratio of adults in fertility of Diatraea saccharalis 
(Lepidoptera: Crambidae) in mass rearing cages 


e. ABSTRACT. Insect rearing for augmentative biological control requires knowledge 
of the factors affecting fertility to optimize mass production. In general, the practices 
employed are based on the results of successful experiences. However, in many 
cases, the verification of such practices other than those of their original conditions 
lacks published quantitative support and often overlooks the variation derived from 
the operators handling (standard condition). The aim of this work is to evaluate the 
fertility of the sugarcane borer Diatraea saccharalis Fabricius, depending on the 
number of adults and sex ratio (number of females / number of adults) in rearing 
cages under standard production. In 25 cages, the number and sex of butterflies 
and the number of eggs obtained were recorded. Results showed that optimum fertil- 
ity was obtained with intermediate density values and the sex ratio biased to males. lt 
is suggested that the control of both density and sex ratio increases the efficiency of 
egg masses laid. This paper is the first to quantify both factors in mass rearing condi- 
tions, and reveals that the widespread practices commonly require further studies. 


KEY WORDS. Augmentative biological control. Mass rearing. Sugarcane borer. Ovi- 
position. 


A RESUMEN. La cría de insectos para control biológico aumentativo requiere conocer 
los factores que afectan la fecundidad para optimizar la producción masiva. En ge- 
neral, las prácticas empleadas se basan en los resultados de experiencias exitosas. 
Sin embargo, en muchos casos la verificación de esas prácticas en condiciones dis- 
tintas a las de su origen carece de soporte cuantitativo publicado y suele pasar por 
alto la variación derivada del manejo de los operarios (condición estándar). El ob- 
jetivo de este trabajo es evaluar la fecundidad del barrenador de la caña de azúcar 
Diatraea saccharalis Fabricius, en función del número de adultos y de la proporción 
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sexual (número de hembras / número de adultos) en jaulas de cría, en condiciones 
de producción estándar. En 25 jaulas se registraron número y sexo de las mariposas 
y número de huevos obtenido. Los resultados mostraron que la fecundidad óptima 
se obtiene con valores intermedios de densidad y con proporción sexual sesgada a 
machos. Se sugiere que el control conjunto de densidad y proporción sexual incre- 
menta la eficiencia en las posturas de huevos. El presente trabajo es el primero en 
cuantificar ambos factores en condiciones de cría masiva y revela que las prácticas 
comúnmente extendidas necesitan de estudios de mayor profundidad. 


PALABRAS CLAVE. Control biológico aumentativo. Cría masiva. Barrenador de 


caña de azúcar. Oviposición. 


INTRODUCCIÓN 


Las larvas de Diatraea saccharalis Fabricius 
constituyen una de las plagas más importantes 
en el cultivo de la caña de azúcar. Al perforar los 
tallos, estos insectos producen galerías que pro- 
vocan pérdidas en las cañas cosechadas e inci- 
den negativamente en el proceso de extracción 
fabril (Willink, 1982; González, 1984; CAÑAMIP, 
2000). Debido a su hábito barrenador, el uso de 
insecticidas para control es efectivo en los pri- 
meros estadios larvales, antes de que penetren 
os tallos que les confieren protección (Schex- 
nayder et al., 2001). Si bien el control químico 
es una práctica utilizada, el control biológico es 
un método más efectivo, empleado en diversos 
países con el beneficio de minimizar el impacto 
de los plaguicidas y sus residuos tóxicos sobre 
a salud humana y ambiental (Mendonca, 1996; 
Capinera, 2001; Salvatore et al., 2009). 

Los programas de control biológico aumenta- 
tivo para el manejo de insectos plaga requieren 
del establecimiento de sistemas de cría masiva. 
Generalmente los lineamientos de estos siste- 
mas están basados en el conocimiento del ci- 
clo biológico de los insectos y en ensayos que 
corroboran el uso de ciertas prácticas de cría 
masiva (Alam et al., 1971). Sin embargo, en oca- 
siones las mismas persisten sin evaluar las posi- 
bilidades de mejoramiento y eficiencia, necesa- 
rios para la reducción de costos de producción, 
y suelen pasar por alto la variación derivada del 
manejo de los operarios (condición estándar). 

Un ejemplo de control biológico de Diatraea 
en cañaverales se desarrolla en Brasil con la 
producción y liberación de Cotesia flavipes Ca- 
meron (Botelho & Macedo, 2002). El sistema 
de cría de Diatraea y Cotesia en América es un 
caso de programa de control biológico aumen- 





tativo exitoso (Vacari et al., 2012; Reguilón et al., 
2014). Para favorecer la rentabilidad de estos 
sistemas de producción masiva es importante 
conocer los factores que incrementan la eficien- 
cia del proceso de cría. En particular, una ma- 
yor producción de larvas requiere de una eficaz 
producción de huevos. 

La cría masiva de Diatraea se realiza en jau- 
las con múltiples individuos, donde se incluye 
un número de parejas sexadas durante el esta- 
do de pupa. En términos prácticos resulta invia- 
ble seleccionar pupas para controlar la propor- 
ción sexual necesaria para optimizar la produc- 
ción de huevos, por lo que la preparación de 
jaulas para cópula y oviposición se realiza en 
base a la selección de parejas con individuos 
adultos (Cano et al., 2006). Sin embargo, la per- 
sistencia de esta técnica se debe a una razón 
de practicidad, por lo que es esperable una alta 
variación en la proporción sexual y el número 
de individuos manejados por los operarios. No 
obstante, aunque la práctica persiste, no hay 
estudios que hayan cuantificado este problema 
y revelen los puntos a tener en cuenta para op- 
timizar la producción de huevos. 

La proporción de oocitos inmaduros en la eta- 
pa de emergencia del adulto puede estimarse 
mediante el índice de ovigenia (IO), el cual re- 
laciona el número de huevos depositados y el 
número de oocitos maduros encontrados en la 
hembra. El IO toma valores en el rango 0 a 1; un 
IO cercano a 1 corresponde a una mayor pro- 
porción de oocitos maduros, mientras que un IO 
cercano a O significa que la maduración de o0- 
citos tiene que completarse en el estado adulto 
(Jervis & Ferns, 2004). En este último caso, la ob- 
tención de recursos necesarios para completar 
la oogénesis limita la capacidad de oviposición 
de la hembra. Un lO = 0,32 encontrado en D. 
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saccharalis indica la ocurrencia de maduración 
de los oocitos durante la fase adulta y por lo tan- 
to la necesidad de utilización de recursos para 
la maduración (Parra et al., 1999). Se conside- 
ra que en el estado adulto de este lepidóptero 
resulta innecesaria la adquisición de nutrientes 
como recursos energéticos para la producción 
de huevos (Parra et al., 1999). Por lo tanto, se ha 
considerado que los recursos para la madura- 
ción de huevos provienen de dos fuentes: los nu- 
trientes incorporados en la fase larval y aquellos 
transferidos por los machos (Milano et al., 2010). 
En relación a las estrategias reproductivas, 
existen evidencias de que la poliandria o tenden- 
cia de las hembras para copular varias veces con 
distintos machos favorece la fecundidad por un in- 
cremento en la cantidad neta de producto seminal 
recibido (Torres Vila et al., 2004; Torres Vila & Jen- 
nions, 2005), y afecta positivamente la oviposición 
y longevidad de los adultos (Wedell et al., 2002). 
Aunque esta estrategia reproductiva es muy co- 
mún entre los lepidópteros (Arnqvist € Nilsson, 
2000), se sabe que las hembras de D. saccharalis 
muestran una alta ocurrencia de una sola cópula 
(Pérez & Long, 1964; Walker, 1965; Linares, 1987). 

Sin embargo, el conocimiento sobre el rol de 
la proporción sexual y la densidad en la produc- 
ción de huevos del barrenador de la caña de 
azúcar es escaso, principalmente en condicio- 
nes de cría masiva. Por una parte, estudios pre- 
vios se han realizado a pequeña escala (Campos 
Guevara, 1980). Por otro lado, la literatura dispo- 
nible sobre producción y manejo a gran escala, 
solo hace referencia a la introducción de un nú- 
mero determinado de parejas (aproximadamente 
40) de mariposas en jaulas de cría (Cano et al., 
2006). Sin embargo, ningún estudio ha conside- 
rado la variación en el manejo de los operarios, 
que en condiciones de cría masiva es variable 
dado el volumen de material biológico manipula- 
do. Más aún, no hay evidencias cuantitativas de 
cómo la densidad y la proporción sexual afectan 
la fecundidad en condiciones estándar de repro- 
ducción masiva. En consecuencia, el objetivo de 
este trabajo es evaluar cómo influyen la densi- 
dad y la proporción sexual en la fecundidad de 
D. saccharalis en condiciones de cría masiva. 


MATERIALES Y MÉTODOS 


Procedimiento 
La cría desarrollada para este estudio se ini- 

















ció a partir de huevos de D. saccharalis proce- 
dentes de Biocontrol, Riberáo Preto, Brasil y se 
estableció en el Centro de Investigaciones so- 
bre Regulación de Poblaciones de Organismos 
Nocivos, Tucumán, Argentina (CIRPON, auto- 
rización cuarentenaria de SENASA Argentina, 
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroa- 
limentaria). La dieta artificial para alimentación 
de larvas y otras características del sistema de 
producción masiva de D. saccharalis se descri- 
ben en Reguilón et al. (2014). Para la obtención 
de polillas se ubicaron jaulones de estructura 
metálica (60 cm de ancho x 90 cm de alto x 
30 cm de profundidad), cubiertos por una malla 
plástica (entramado de 4 mm) sujetada por vel- 
cro, en una habitación con temperatura media 
de 25,5 °C, humedad relativa media de 65% y 
fotoperíodo 12L: 120. En el interior de los jau- 
lones se colocaron 15 bandejas de poliestireno 
expandido (22 x 17 cm) que contenían aproxi- 
madamente 300 pupas por bandeja, provenien- 
tes de un mismo lote o fecha de oviposición. 
Una vez ocurrida la emergencia, los adultos 
se colocaron en tubos de PVC (referidos como 
“jaulas”) de 10 cm de diámetro y 18 cm de alto, 
cuyo interior se cubrió con una hoja de papel 
de 80 g/m? como sustrato de oviposición. Como 
en otras situaciones estándar de cría masiva, 
que requieren minimizar el tiempo de opera- 
ción en el proceso, se estableció una unidad de 
captura que consistió en la captura manual de 
adultos que se colocaron en un tubo de vidrio 
de 60 ml (3 cm de diámetro x 9 cm de alto) has- 
ta completar el volumen del tubo. Esta técnica 
suele ser usada en condiciones de cría masiva 
para reemplazar el uso de aspiradores manua- 
les o eléctricos que requieren mayor tiempo de 
captura y que por lo tanto son inviables en cría 
masiva. Además, debido a que son mariposas 
nocturnas, los adultos durante el día están en 
reposo y permiten una rápida captura con la 
técnica del tubo. De este modo, cada jaula (N = 
25) fue completada con tres unidades de cap- 
tura. Las hojas de papel fueron retiradas a las 
24 horas y marcadas para la posterior evalua- 
ción de la producción de huevos. En cada jaula 
de cría se registró el número de mariposas y el 
sexo de cada una. Solo se tomaron en cuenta 
las posturas del primer día posterior al armado 
de la jaula (jaulas de un día). Esto permitió redu- 
cir el número de factores involucrados y favore- 
cer la viabilidad del ensayo. 
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Para estimar el número de huevos por hoja 
se utilizó un modelo de regresión lineal en el 
que la variable respuesta (número de huevos 
por hoja) se estimó a partir de la relación entre 
el número de huevos contados por postura y 
el área de postura correspondiente. Para esto 
se tomaron fotografías digitales de posturas 
individuales, que fueron procesadas con el 
programa Image J (Rasbana, 1997). Dado que 
las fotografías tenían asociada una escala, fue 
posible estimar el área cubierta por cada pos- 
tura en mm?. De esta manera, el número total 
de huevos por hoja pudo ser predicho por el 
área total cubierta por huevos en la hoja de 
oviposición. Mediante un análisis de regresión 
(R? = 0,81, F 4 = 198,3; p < 0.00001; Fig. 1) el 
número de huevos se estimó como: 

H=a+p*A; 

Donde 

H = número de huevos 

a = intercepto (3,93) 

B = coeficiente (2,55) 

A = área de una postura medida en Image J 


Consecuentemente, fue posible estimar el nú- 
mero total de huevos por hoja midiendo solamente 
el área cubierta por huevos en cada hoja de jaula. 

El diseño de estudio consistió en montar las 
observaciones sobre las condiciones de cría ma- 
siva. Idealmente, debería ser un diseño factorial 
cruzado (ver Discusión). Sin embargo, se optó 
por diseñar el estudio en función de cómo nor- 
malmente se opera en cría masiva, una cuestión 
generalmente pasada por alto en los estudios de 


Número de huevos 





0 10 20 30 40 50 60 


Área de postura (mm?) 


Fig. 1. Relación entre el número de huevos de D. saccharalis 
y el área medida por postura individual. Y= 3,93+2,55*área 
de postura (R2 = 0.81, F1,48 = 198.3, p < 0.00001). 


cría masiva y en los libros sobre la materia. Para 
cuantificar el número de mariposas por jaula, una 
vez muertas, se identificó el número de indivi- 
duos por sexo. Con estos datos pudo estimarse 
la densidad y la proporción sexual, y relacionar- 
las con el número total de huevos por hoja de 
jaula. La proporción sexual fue expresada como 
número de hembras / número total de mariposas. 


Análisis de datos 

Para estimar los efectos de la densidad y 
proporción sexual se aplicó un análisis de re- 
gresión múltiple, dado que las variables expli- 
catorias son continuas. En este modelo se inclu- 
yeron los componentes lineales y cuadráticos 
del número total de mariposas por jaula y de 
la proporción sexual. Previamente estas varia- 
bles fueron estandarizadas como (promedio de 
X) — Xi / (desvío estándar de X). La variable de 
respuesta fue el número de huevos estimado 
sin transformar, como fue descripto más arriba. 
Este análisis fue llevado a cabo con el progra- 
ma STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., 2004). 


RESULTADOS 


En la tabla | se muestra el resumen estadístico 
para cada una de las variables consideradas. 

Los resultados del análisis de regresión múlti- 
ple aplicado sobre el número de huevos estima- 
do mostraron que la cantidad de huevos que las 
mariposas ovipusieron en una jaula dependió li- 
nealmente de la proporción sexual y de manera 
no lineal del número de mariposas (Tabla ll). 

La proporción sexual obtenida por jaula se 
relacionó negativamente con el número de hue- 
vos estimado. Es decir, una proporción sexual 
sesgada a hembras (mayor número de hem- 
bras) disminuyó la cantidad de huevos obteni- 
dos por hoja de oviposición (Fig. 2). 

Por otra parte, el número de individuos por 





Tabla I. Estadísticos descriptivos de D. saccha- 
ralis en jaulas de cría masiva. 








Variable Media Mediana Desvío 
Estándar 

Número de mariposas/ 320,48 325 111,25 

jaula 

Número de huevos/ 12928,69 10317,24  10537,63 

jaula 

Número de huevos/ 215,58 106,92 265,87 


hembra 
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Tabla Il. Sumario de resultados del análisis de regresión múltiple aplicado al número de huevos estimado por 
hoja de jaula, en función del número de mariposas por jaula y la proporción sexual. SC: suma de cuadrados; 
gl: grados de libertad; CM: cuadrados medios; F: valor del estadístico de prueba; p: valor de probabilidad. Va- 
lores de SC y CM expresados en notación científica. (R? del modelo completo = 0,38; F4,20 = 3,011; p < 0,05). 








Variable sc gl CM F p 
Número de mariposas 4,82E+06 1 4,8E+06 0,058 0,81229 
Número de mariposas^2 3,49E+08 1 3,5E+08 4,193 0,05395 
Proporción sexual 3,94E+08 1 3,9E+08 4,740 0,04163 
Proporción sexual^2 2,37E+08 1 2,4E+08 2,854 0,10668 
Error 1,66E+09 20 8,3E+07 





jaula mostró una relación no lineal con el núme- 
ro de huevos estimado. Los mayores valores 
del número de huevos estimado se relacionaron 
con valores intermedios de número de maripo- 
sas (aproximadamente 300; Fig. 3). 


PEA 


En este trabajo se evaluó el efecto de la den- 
sidad y la proporción sexual sobre la fecundidad 
de D. saccharalis. Los resultados evidencian 
dos puntos importantes para una implementa- 
ción eficiente de la cría masiva de D. saccha- 
ralis. El primero es que el número de individuos 
que pueden ser incorporados por jaula es alto. 
Las recomendaciones sobre la utilización del es- 
pacio indican el empleo de 1 individuo / 10 cm? 
de área (Campos Guevara, 1980). Sin embargo, 
en las condiciones experimentales del presente 
estudio, el área por individuo fue sensiblemente 
menor, por lo que se obtuvo una alta producción 
de huevos aun con grandes cantidades de adul- 
tos. El espacio (asociado a la densidad) juega 
un papel importante por un efecto de hacina- 
miento y competencia de los machos, y parece 
explicar la existencia de valores promedios de 
densidad óptimos para obtener una mayor pro- 
ducción de huevos, por encima de los cuales 
el rendimiento disminuye. El segundo punto es 
que la proporción sexual debería ser sesgada a 
machos. El efecto de este factor sobre la fecun- 
didad podría explicarse por dos motivos o por 
la combinación de ambos. Por una parte, una 
mayor ocurrencia de machos disponibles contri- 
buye a la eficiencia en la cantidad de hembras 
copuladas. La proporción óptima encontrada de 
3:1 (machos:hembras) coincide con lo observa- 
do por Campos Guevara (1980) quien reporta 
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Fig. 2. Relación entre la proporción sexual de D. saccharalis 
y el número de huevos estimado por hoja de papel por jaula. 
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Número de mariposas D. saccharalis por jaula 
Fig. 3. Relación entre la proporción sexual de D. saccharalis 
y el número de huevos estimado por hoja de papel por jaula. 


que proporciones sexuales de 3:1 y 4:1 aumen- 
tan el porcentaje de hembras copuladas, es de- 
cir, la eficiencia de cópula. Al mismo tiempo, una 
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proporción sexual sesgada a machos favorece 
la fecundidad al aumentar la posibilidad de en- 
cuentros de hembras con machos vírgenes, que 
resulta en una mayor producción de huevos. Este 
efecto se debe al tamaño del espermatóforo. Los 
machos vírgenes poseen un espermatóforo más 
grande que los que copularon previamente, de- 
bido a que sufren una depleción de los precur- 
sores de esta estructura luego de cada cópula 
(Torres Vila 8 Jennions, 2005). 

Otra explicación a este hecho es el grado de 
poliandría o monandría. Si bien tiene una base 
genética que confiere a las hembras una capa- 
cidad diferencial para utilizar las donaciones de 
nutrientes de los machos (Wedell et al., 2002), se 
conoce que la existencia de factores fisiológicos 
y ambientales pueden regular la estrategia re- 
productiva en condiciones de laboratorio (Torres 
Vila et al., 1997). Es así que especies poliándricas 
forzadas a exhibir una estrategia monándrica ven 
disminuido su rendimiento en términos de fecun- 
didad y longevidad, siendo su fecundidad signifi- 
cativamente menor que la de las monándricas en 
las mismas condiciones. Por el contrario, pueden 
recrearse las condiciones necesarias para que, 
hembras que en general exhiben la monandría 
como estrategia reproductiva, copulen con más 
de un macho (Torres Vila, 2013). Por lo tanto, la 
ocurrencia de apareamientos sucesivos aumenta- 
ría debido a la alta densidad de individuos y la 
proximidad forzada de ambos sexos en un am- 
biente espacialmente confinado. 

En crías de laboratorio bajo condiciones 
controladas, Linares (1987) reporta para D. sa- 
ccharalis una proporción de sexos de 1:0,87 
machos:hembras. El hecho de que los machos 
no son un recurso limitado, debido a que su 
tasa reproductiva natural es mayor que la de 
las hembras, resulta en una proporción sexual 
sesgada a machos (Wedell et al., 2002), favo- 
reciendo de este modo la posibilidad de optar 
por proporciones sexuales con menos hembras. 

En conjunto, una mayor eficiencia en la ob- 
tención del número de huevos se daría en jau- 
las con aproximadamente 300 individuos y una 
proporción sexual sesgada a machos. Este 
estudio es el primero que considera ambas va- 
riables en condiciones de producción masiva. 
La realización de futuros estudios con niveles 
controlados de densidad de adultos sería de 
utilidad para estimar la magnitud del efecto 
de la interacción entre la proporción sexual y 








el número de individuos por jaula de cría. Esto 
permitiría controlar y balancear la cantidad de 
adultos de manera más eficiente para la pro- 
ducción de huevos, permitiendo manejar me- 
nos individuos con mejores resultados y con la 
consecuente disminución de los costos en el 
proceso de cría masiva. 
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